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临床 研究 


自 咽 癌 患 者 血浆 miR-24 异常 表达 的 临床 意义 


E 路 , 余 伯 龙 , 崔 建华 , 彭 新 宇 , 刘 友 利 , 曾 芳 芳 , 刘 E 
南方 医科 大 学 南方 医院 耳鼻 咽喉 头颈 外 科 , 广 东 广州 510515 


摘要 :目的 探讨 miR-24 在 自 咽 癌 患 者 血浆 中 的 表达 及 临床 意义 。 方 法 收集 2007 年 12 月 -2011 年 6 月 在 南方 医院 耳鼻 喉 科 住 
院 的 初诊 锚 咽 癌 患 者 血浆 217 例 ,以 同期 住院 的 慢性 化 脓 性 中 耳 炎 或 慢性 鼻窦 炎 患 者 血浆 73 例 作为 对 照 ,利用 荧光 定量 PCR 的 
方法 进行 miR-24 表达 的 检测 并 结合 临床 资料 分 析 其 临床 意义 。 结 果 血浆 miR-24 在 锚 咽 癌 组 的 相对 表达 水 平 为 对 照 组 的 
4.808 倍 ,差异 具有 显著 统计 学 意义 (P<0.001) ;血浆 miR-24 在 不 同 T 分 期 之 间 有 统计 学 差异 (P=0.007) ,miR-24 与 N 分 期 呈 负 
相关 (P=0.028); 鼻 咽 癌 病人 血浆 EBV-DNA 与 血浆 miR-24 呈 负 相关 (P=0.048) ;治疗 后 血浆 miR-24 含 量 较 治疗 前 下 降 差 异 有 
显著 统计 学 意义 (P=0.001)。 结 论 血浆 miR-24 可 作为 肿瘤 分 子 标志 物 用 于 鼻 咽 癌 早 期 诊断 及 预后 分 析 。 
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Clinical significance of plasma miR-24 dysregulation in nasopharyngeal carcinoma 


WANG Lu, YU Bolong, CEN Jianhua, PENG Xinyu, LIU Youli, ZENG Fangfang, LIU Xiong 
Department of Otolaryngology-Head and Neck Surgery, Nanfang Hospital, Southern Medical University, Guangzhou 510515, China 


Abstract: Objective To examine the expression level of miR-24 in the plasma of nasopharyngeal carcinoma (NPC) patients and 
investigate the clinical significance of miR-24 in NPC development. Methods Blood samples were from 217 NPC patients 
admitted in our Department between December, 2007 and June, 2011, with those from 73 patients with chronic purulent otitis 
media or chronic sinusitis as control. The follow-up data of all the patients were reviewed and the expression of miR-24 in the 
plasma was examined by qRT-PCR. The correlation of miR-24 expression with clinical staging of NPC was analyzed, and 
miR-24 levels before and after the treatment were compared. Results Compared with the control group, the NPC patients 
showed significantly up-regulated level of miR-24 in the plasma (P«0.001). Plasma miR-24 level differed significantly among 
patients with different T stages (P-0.007) and was negatively correlated with the N stages (P-0.028) and plasma EBV-DNA (P= 
0.048). The expression levels of miR-24 were significantly reduced after treatment in the NPC patients and were significantly 
lowered in patients without relapse or metastasis (P-0.001). Conclusion Plasma miR-24 may serve as a novel molecular 
biomarker for early diagnosis and prognosis of NPC. 
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Sa NJ (nasopharyngeal carcinoma, NPC) 是 一 种 
分 化 低 、 转 移 早 .地域 性 明显 的 头颈 部 常见 肿瘤 , 因 目 前 
临床 缺乏 特异 的 肿瘤 分 子 标志 物 , 其 早期 诊断 较为 困 
难 ,5 年 生存 率 始终 约 70%02。 因 此 ,寻找 有 效 的 标志 
物 进 行 早期 发 现 ,预测 预后 ,监测 复发 或 转移 ,对 里 咽 癌 

的 诊疗 具有 极其 重要 的 临床 意义 

MiRNA 是 一 类 广泛 存在 于 生物 体内 的 长 度 约 18~ 
22 nt 的 非 编 码 单 链 小 分 子 RNA, 通 过 与 对 基因 mRNA 
的 3 非 编码 区 (3' untranslated region, 3'UTR) 不 完全 互 
补 配对 ,在 转录 后 水 平抑 制 基因 表达 , 目前 研究 表明 
50% 以 上 的 miRNA 定 位 在 肿瘤 相关 基因 组 区 域 (包括 
A T UK EX 染色体 扩 增 区 和 脑 性 位 点 等 ) ,广泛 参与 
肿瘤 的 发 生 发展 .转移 等 各 个 阶段 *。 自 Mitchell SE” 
首次 证 明 miRNA 在 血浆 和 血清 中 稳定 存在 后 , 越 来 越 
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多 的 研究 显示 多 种 肿瘤 患者 的 外 周 血 中 都 具有 特异 性 
循环 miRNA 的 表达 。 血 浆 循 环 miRNA 作为 癌症 的 非 
侵入 性 诊断 和 预后 评价 的 标志 物 正 显示 出 良好 的 应 用 
前 景 5。 

MiR-24 首 次 于 2001 年 被 发 现 ,广泛 存 e 
物 多 种 组 织 中 ,发挥 调节 细胞 生长 及 凋 亡 的 功能 “。 
有 的 研究 显示 ,miR- St ts ; 
扮演 抑 癌 "" 或 促 癌 呈 的 不 同 角 色 , 但 在 肿 疤 患 者 血浆 
中 表达 的 研究 相对 较 少 。 最 新 研究 表明 , 鼻 咽 癌 组 织 
miR-24 的 表达 与 放疗 后 复发 有 关 " ,但 对 于 锚 咽 癌 血 
浆 中 的 研究 尚 缺乏 大 量 资 料 。 本 研究 拟 通过 检测 
miR-24 在 锚 咽 癌 患 者 血浆 中 的 表达 及 其 治疗 前 后 变化 
情况 ,探讨 血浆 miR-24 作 为 描 咽 癌 诊 断 及 预后 评价 指 
标的 临床 应 用 价值 。 


1 材料 和 方法 
1.1 材料 


1.1.1 病例 资料 2007 年 12 月 ~2011 年 6 月 在 南方 医院 
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HASBERHEE Bi IH 9 TAUER EE 217 90 ,抽取 6~8 ml 
EDTA 抗 凝 全 血 , 同 期 住院 的 慢性 化 月 性 中 耳 炎 或 慢性 
REKINA 73 例 作 为 对 照 , 所 有 患者 均 签署 知情 同意 
书 一 份 。 本 研究 通过 美国 NIH 下属 ClinicalTrials.gov 
临床 试验 注册 审查 批准 ,批准 号 NCT01171235; 并 通过 
南方 医院 伦理 委员 会 批准 。 
1.1.2 主要 试剂 Trizol LS、 外 源 miRNA 、 通 用 引物 及 
特异 引物 均 购 自 Invitrogen, All-in-One" miRNA 
First-Strand cDNA Synthesis Kit 和 SYBR Green 
All-in-One™ miRNA qPCR Kit 均 为 美国 Gene Copoeia 
产品 ,其 他 常规 分 子 生 物 学 试剂 均 购 自 Sigma。 超 低温 
冰箱 MDF-U32V(V) 为 日 本 SANYO 产 品 ;低温 离心 机 
LEGEND MICRO 17R 为 Thermo 产品 ; NanoDrop? 
Spectrophotometer ND-1000 微 量 核酸 定量 仪 为 Gene 
公司 产品 ;Gene Amp 9700 型 PCR f3L7J ABI(Applied 
Biosystems) 公 司 产 品 ; LightCycler 480 开奖 光 定 量 
PCR [Jj Roch 公司 产 品 ,分析 软 件 为 LightCycler 480 
software release 1.5.0 SP3。 
1.2 方法 
1.2.1 血浆 标本 的 分 离 与 保存 采集 患者 的 EDTA 抗 凝 
外 周 静脉 血 10 ml, 4 h 内 处 理 血 标本 。 血 标本 在 4%C 下 
1800 r/min 离心 5 min, 分 装 上 层 血 浆 至 1.5 ml 
Eppendorf 管 ,随后 在 4 % 下 12 000 g 离 心 10 min 去除 
细胞 成 分 ,转移 血浆 至 新 的 1.5 ml Eppendorf 管 ,-80 *C 
保存 以 备 后 续 miRNA 抽 提 。 
1.2.2 血浆 miRNA 检 测 运用 Trizol 法 从 保存 的 患者 血 
奖 中 提取 总 RNA ,在 总 RNA 中 加 入 外 源 性 人 工 合成 线 
虫 miRNA 之 Cel-39 后 按照 Gene Copoeia 公司 
All-in-One"" miRNA First-Strand cDNA Synthesis Kit 
说 明 书 进行 逆转 录 操 作 。 按 照 SYBR Green All-in- 
One™ miRNA qPCR Kit 的 说 明 书 配置 PCR 反应 体系 ， 
反应 条 件 为 95 *C, 10 min; (95 % ,10 s,60 %C ,20 s, 
72%,15s),45 cycles; 95 50,5 8565 76, 1 min;97 ©, 
15 s, PCR 反应 体系 中 的 下 游 引 物 使 用 试剂 盒 提供 的 
通用 引物 ,所 用 的 miR-24 上 游 引 物 序 列 为 
TGGCTCAGTTCAGCAGGAACAG, ,以 合成 的 cDNA 
为 模板 ,U6 snRNA 为 内 参照 ,Cel-miR-39 为 阳性 对 照 ， 
H-O 为 阴性 对 照 ,检测 各 样本 中 的 miR-24 的 相对 表达 
水 平 。 使 用 罗氏 公司 的 LightCycler 480 I HGE E 
PCR 仪 进行 荧光 定量 PCR 反应 ,机 器 自 带 分 析 软 件 
LightCycler 480 software release 1.5.0 SP3 自动 分 析 ， 
检测 各 模板 的 Ct 值 (CC 代 表 cycle, 工 代表 threshold) ,所 
有 样品 均 采 用 复 孔 检查 ,阴性 对 照 以 DNase/ 
RNase-free water 为 模板 。 以 Folds =2^^“ 表 示 各 样本 
检测 指标 表达 的 倍 比 关 系 。 
1.3 统计 学 处 理 

采用 SPSS13.0 软 件 进行 统计 分 析 , 两 组 间 年 龄 采 
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用 独立 样本 :检验 ;性 别 采用 x 检验 ;以 ACt 作 为 miR-24 
统计 指标 ,两 组 间 采 用 协 方差 分 析 ; miR-24 与 TN 及 临 
床 分 期 采用 Kruskal-Wallis 多 个 独立 样本 非 参数 检验 ， 
与 M 分 期 采用 Mann-Whitney U 两 独立 样本 非 参 数 检 
验 ;Spearman 非 参数 相关 分 析 miR-24 与 鼻 咽 瘤 病 人 的 
TN、M 及 临床 分 期 相关 性 及 血浆 EBV-DNA; ROC H 
线 ( 受 试 者 工作 特征 ,receiver operating characteristic) 
分 析 miR-24 的 诊断 效率 。P<0.05 为 差异 有 统计 学 意义 。 


2 结果 
2.1 两 组 病例 基本 资料 

按照 鼻 咽 癌 2008 分 期 , 蜡 咽 癌 组 I 期 10 例 ,工期 
52 例 , 亚 期 69 例 ,V 期 86 例 (17 例 Ml1)。 两 组 病人 基本 
资料 见 表 1,217 例 鼻 咽 癌 组 男 : 女 为 2.19:1,73 例 对 照 
组 男 : 女 为 2.17:1, 两 组 之 间 性 别 无 统计 学 差异 (x= 
0.001,P=0.978)。 锚 咽 癌 组 病人 平均 年 龄 45.93+11.78 
岁 , 最 大 77 岁 ,最 小 17 岁 ,高 发 年 龄 在 35~55 岁 之 间 。 
对 照 组 年 龄 最 大 75 岁 ,最 小 18 岁 ,平均 40.08+10.79 
岁 。 两 组 间 年 龄 有 统计 学 差异 (=3.745,P<0.001, 表 1)。 


表 1 两 组 病人 基本 资料 表 
Tab.1 General data of the two groups of patients 
Gender 


Male Female Age (year) 
Control (n=73) 50 23 40.08+10.79 
NPC(n=217) 149 68 45.93+11.78 
X ort 0.001 3.745 
P 0.978 <0.001* 


*P<0.01. 


2.2 血浆 miR-24 表 达 检 测 

miR-24 及 内 参照 U6、 外 源 阳性 对 照 Cel-39 的 熔 解 
曲线 分 析 未 见 杂 峰 ( 图 1B) ,说 明 扩 增产 物 单一 ,没有 非 
特异 性 扩 增 。 从 扩 增 曲线 可 见 所 有 样品 均 已 进入 扩 增 
平台 期 (图 1A), 说 明 反 应 条 件 设 定 准确 。 结 果 显 示 , 血 
浆 miR-24 在 鼻 咽 癌 组 (Act:-3.851+2.881) 的 相对 表达 
水 平 为 对 照 组 (Act:-1.586+2.594) 的 4.808 倍 ,差异 具 
有 显著 性 (P<0.001, 图 1C)。 以 血浆 miR-24 表 达 为 自 
变量 ,年 龄 为 协 变量 , 协 方差 分 析 结 果 提 示 两 组 间 有 显 
著 统 计 学 差异 (P<0.001)。 
2.3 MiR-24 表 达 量 与 拭 咽 癌 病 人 的 TN、M 及 临床 分 
期 相关 性 分 析 

采用 Kruskal-Wallis 多 个 独立 样本 非 参 数 检验 (T、 
NN 分 期 ) 或 Mann-Whitney U 两 独立 样本 非 参数 检验 (M 
分 期 ) ,结果 显示 ,血浆 miR-24 在 不 同 T 分 期 之 间 有 统 
计 学 差异 (X=12.074,P=0.007) ,而 不 同 N 分 期 虽然 表达 
量 有 明显 差异 ,但 之 间 无 统计 学 差异 027.546, P= 
0.056) ,血浆 miR-24 表 达 量 在 M 分 期 中 无 统计 学 差异 
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A Amplification curves 2.4 MiR-24 表达 量 量 5x 咽 癌 病 人 
23.946 z 血浆 EBV-DNA 相 关 性 分 析 
_ 19.946 NE 采用 Spearman 非 参 数 相关 分 
4 con AAA 析 ,结果 显 示 , 鼻 咽 癌 病 人 血浆 
$ j EBV-DNA 与 血浆 miR-24 =% fA 4H 
È 11.946 X (—0.140, P=0.048) ， 提 om 
B 7 946 | J miR-24 nJ 8e 5; -SKRA EBV 存在 相 
E /, 互 调控 关系 ,具体 上 下 游 关 系 有 待 
3.946 y, / 进一步 验证 。 
-0.054 | 一 - E= 2.5 MiR-24 的 诊断 价值 分 析 
5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 采用 ROC 曲线 ( 受 试 者 工作 
Cycles 特征 , receiver operating charac- 
B Melting peaks teristic) 分 析 血 浆 miR-24 对 于 本 组 
6.067 鼻 咽 冶 的 诊断 效率 ,结果 显示 (图 
c 2) ,血浆 miR-24 诊 断 效率 曲线 下 面 
$ 积 达 到 0.707, 灵敏 度 为 66.8%, 特 
T 4.067 ELE 
3 异性 为 57.5%。 
pue 2.6 治疗 前 后 血浆 miR-24 的 变化 
È 2067 及 与 预后 的 关系 
I 在 上 述 鼻 咽 癌 患 者 中 ,对 41 例 
d ss 治疗 前 后 完整 资料 的 患者 进行 血 
= — "EM 浆 miR-24 表 达 的 比较 。 其 中 男性 
66 68 70 72 74 76 nh 80 82 84 86 90 92 94 96 41 例 ,女性 10 例 , 按 抽 血 时 间 计算 ， 
perature (°C) 
治疗 后 >24 个 月 12 例 ,12~24 个 月 9 
四 " 例 ,3~12 个 月 7 例 ,<3 个 月 7 例 , 复 
a 发 或 转移 5 例 , 失 访 1 例 。 其 中 对 
5 36 例 无 复发 或 转移 的 病例 治疗 前 
3.0 头 miR-24 表 达 变 化 采用 配对 t 
T 后 血浆 mi 表达 变 变化 采用 T J 
525 » | 检验 ,结果 显示 (图 3A) ,miR-24 治 
ig.1 Plasma miR-24 expression detected 
| 20 by real-time PCR in. A: Amplification 疗 后 血浆 含量 (-A Ct= 1.404 + 
15 curves; B: Melting curves; C: Relative fold 2.718) 较 治疗 前 (-ACt= 4.077 + 
in NPC to normal group. **P«0.001. i SE : i 
1.0 3.328) 下 降 ,有 统计 学 差异 (= 
ins 3.586, P-0.001) > 36 例 生 存 病 人 
(-A AcCt= 2.674+4.474) 与 5 例 复 


NPC Control 


zm 350, P-0.726) ,而 在 临床 分 期 中 的 差异 具有 统计 

意义 (X=11.332,P=0.010, 表 2)。 

进一步 采用 Spearman 非 参数 相关 分 析 , 结 果 显 示 ， 
T 分 期 与 血浆 miR-24 相关 性 无 统计 学 差异 (r=-0.090， 
P=0.188) ;NN 分 期 与 miR-24 呈 负 相 关 性 (1;=-0.149, P= 
0.028), 随 NN 分 期 增加 ,血浆 miR-24 表 达 量 逐渐 下 降 , 提 
示 血 浆 miR-24 可 能 为 蜡 咽 癌 早 期 转移 表达 的 miRNA 
分 子 ;M 分 期 与 血浆 miR-24 表 达 量 相 关 性 无 统计 学 差 
异 (r=0.024,P=0.727) ,血浆 miR-24 与 临床 分 期 无 明显 
相关 性 (r=-0.086,P=0.205)。 


发 或 转移 病人 (-A ACt= 1.182+ 
3.264) TH FG C KI 3B) ,血浆 miR-24 
的 表达 显示 无 统计 学 差异 (=0.716,P=0.478) ,由 于 复 


发 或 转移 组 病例 较 少 ,有 待 进一步 扩大 样本 验证 。 
3 讨论 


自 2008 年 首次 发 现 肿瘤 病人 血浆 中 存在 miRNA 
的 差异 表达 后 "", 越 来 越 多 的 报道 证 实 多 种 肿瘤 血浆 中 
miRNA 存 在 差异 表达 ,并 与 诊断 治疗 敏感 性 及 预后 相 
关 , 显 示 了 和 良好 的 应 用 前 景 。 同 时 ,血浆 miRNA 作为 
肿瘤 分 子 标志 物 具 有 以 下 优点 :(1) 肿 瘤 病 人 血浆 
miRNA 表达 谱 有 明显 异常 并 是 有 组 织 特 异性 趋势 ;(2) 
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表 2 血浆 miRNA -24 在 TN\M 及 临床 分 期 中 表达 
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中 起 抑 癌 作用 ,而 在 乳腺 癌 . 舌 癌 ". 肝 瘤 "中 起 促 癌 


Tab.2 Expression of miR-24 in NPC patients with different TNM and 作用 。 我 们 推测 这 一 看 似 矛 盾 的 现象 原因 在 于 在 不 同 


clinical stages 


Stage n Average Rank X P 
T Stage 
TI 41 115.60 12.074 0.007* 
T2 55 125.88 
T3 66 87.88 
T4 55 112.55 
N Stage 
NO 34 134.57 7.546 0.056 
N1 100 107.60 
N2 50 97.53 
N3 33 104.27 
M Stage 
MO 200 108.57 -0.350(Z value) 0.726 
MI 17 114.12 
Clinical stage 
I 10 135.60 11.332 0.010* 
工 52 125.90 
TI 69 90.90 
IV 86 110.21 


* means P«0.05, # means P«0.01. 
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图 2 血浆 miR-24 ROC 曲线 
Fig.2 ROC curve of miR-24 in Plasma. 


在 血浆 中 稳定 ;(3) 样 本 容易 且 可 反复 获得 ;(4)miRNA 
发 生 早 于 基因 及 蛋白 的 变化 ,容易 早期 发 现 。 因 此 , 利 
用 血浆 中 的 差异 miRNA 对 于 肿瘤 早期 诊断 、 进 行 预 后 
指导 的 这 一 非 侵袭 性 检测 方法 日 益 受 到 重视 。 

MiR-24 在 人 类 中 的 表达 分 为 两 种 :miR-24-1 和 
miR-24-2, 分 别 位 于 9 号 和 19 号 染色 体 ,在 肿瘤 发 生发 
展 中 对 细胞 增殖 .分 化 和 凋 亡 的 调控 起 重要 的 作用 "。 
miR-24 在 肿瘤 中 的 作用 研究 目前 不 多 , 现 有 的 研究 发 
现 其 在 不 同 肿 瘤 中 扮演 着 不 同 的 角色 。 文 献 报道 在 胶 
ERA MRES ARE E ARA O B PU LEER 


细胞 或 相同 细胞 不 同 阶段 miR-24 的 靶 基 因 存 在 差异 导 
致 其 具有 不 同 生 物 学 功能 。 而 在 对 于 鼻 咽 癌 的 mi 了 R-24 
研究 尚 处 于 起 步 阶段 , 仅 2014 年 Wang 等 "发 表 于 Mol 
Cancer Ther 的 文章 首次 提出 miR-24 在 6 对 配对 病人 组 
织 中 ,放疗 后 复发 的 患者 miR-24 表 达 下 调 。 而 Ye 等 ” 
发 表 于 Oncotarget 的 文 草 中 应 用 microarray 45 Fr $36 
出 的 鼻 咽 癌 血 浆 中 44 个 上 调 的 miRNA 正 包含 有 
miR-24, 但 在 该 研究 中 也 无 大 量 临 床 样 本 验证 。 至 今 
为 止 , 尚 缺乏 大 宗 样 本 的 曙 咽 瘤 患 者 的 T NM 及 临床 
分 期 与 miR-24 关 联 性 研究 。 

本 研究 首次 在 鼻 咽 癌 患 者 血浆 中 检测 miR-24 的 表 
达 , 分 析 其 与 鼻 咽 癌 患 者 分 期 .预后 的 关系 ,评价 其 诊断 
价值 并 对 其 治疗 前 后 的 变化 情况 及 意义 进行 初步 探 
讨 。 我 们 的 结果 显示 miR-24 在 鼻 咽 癌 血 浆 中 高 表达 ， 
进一步 分 析 发 现 与 N 分 期 呈 负 相关 ,提示 血浆 miR-24 
可 能 为 鼻 咽 癌 早 期 转移 表达 的 miRNA 分 子 。 同 时 血浆 
miR-24 与 血浆 EBV-DNA 呈 人 负 相 关 , 提 示 miR-24 可 能 
与 鼻 咽 癌 EBV 存在 某 种 相互 调控 关系 ,日前 有 文献 报 
道 EB 病毒 II 型 潜伏 感染 可 上 调 淋巴 细胞 及 淋巴 瘤 中 
miR-24 HIJRIA" [Hte EB 病毒 为 工 型 感染 的 鼻 咽 癌 中 
二 者 如 何 相互 调控 ,有 竺 进一步 研究 。 在 采用 ROC 有 曲线 
分 析 血 浆 miR-24 对 于 本 组 描 咽 癌 的 诊断 效率 后 ,我们 发 
现 血 浆 miR-24 诊 断 效 率 曲 线 下 面积 达到 0.707, 灵 敏 度 
为 66.8%, 特 异性 为 57.5%, 显 示 出 一 定 的 临床 应 用 价值 。 

血浆 miRNA 的 动态 变化 是 否 与 病情 一 致 是 肿瘤 
分 子 标 志 物 的 重要 研究 内 容 之 一 ,我 们 的 研究 发 现在 36 
例 无 复发 或 转移 的 病例 治疗 前 后 miR-24 治 疗 后 血浆 含 
量 较 治疗 前 下 降 , 有 统计 学 差异 。 此 结果 与 近期 的 一 项 
研究 结果 类 似 ”"。 而 在 与 5 例 复发 或 转移 病人 的 比较 中 ， 
在 复发 组 miR-24 表 达 量 较 低 ,此 结果 虽 与 杨 惠 玲 等 ” 
的 结果 一 致 ,但 统计 显示 有 无 复发 或 转移 两 组 间 
miR-24 的 表达 无 统计 学 差异 ,考虑 原因 可 能 与 复发 转 
移 组 病例 数 较 少 有 关 , 有 待 进一步 扩大 样本 量 进行 验证 。 

同时 在 实验 初期 ,我 们 发 现 ,由 于 血浆 miRNA 的 含 
量 较 低 ,荧光 定量 PCR 的 结果 存在 不 稳定 性 。 为 了 得 
到 稳定 真实 .可靠 .可 重复 的 数据 ,我 们 总 结 了 在 试验 
操作 中 以 下 问题 需要 注意 :(1) 血 浆 处 理 的 标准 化 :主要 
指 血液 离 体 后 的 处 理 流程 。 为 了 得 到 准确 .稳定 数值 ， 
我 们 的 研究 中 严格 血 标本 处 理 流程 ,标本 离 体 后 4h 内 
处 理 完毕 ,同时 多 管 分 装 ,避免 反复 冻 融 ;(2) 内 参照 标 
准 化 :不 同 于 细胞 或 组 织 ,目前 血浆 miRNA 研 究 所 采用 
的 内 参照 并 不 统一 ,主要 采用 以 下 三 种 方式 :(a) 高 表达 
的 miR-16,(b)U6,(c) 抽 提 血 浆 RNA 后 加 入 外 源 的 人 
工 合 成 miRNA (主要 是 线虫 miR-39)。 其 他 如 采用 
miR-223 .let-7 等 罕见 miRNA 的 报道 较 少 。 最 近 关 于 
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